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São conhecidos atualmente mais de 2500 sorovares de Salmonella, sendo que 
as salmoneloses em humanos podem estar relacionadas ao consumo de produtos 
derivados de frango contaminados com tal microrganismo durante as diversas fases 
da cadeia de produção avícola. O controle deste patógeno apresenta-se bastante 
complexo, pois além das práticas de biosseguridade, cepas diferentes respondem de 
forma ímpar frente ás ferramentas de controle como antimicrobianos, ácidos 
orgânicos, probióticos e prebióticos. Além disso, observa-se alta variabilidade no que 
diz respeito à endemicidade, genética e fontes de infecção. A presente tese está 
dividida em 2 capítulos. A Introdução aborda os aspectos básicos sobre a bactéria, 
epidemiologia e formas de controle. No capítulo 1 foram comparadas as alterações 
histológicas em frangos desafiados com Salmonella enterica, bem como a resposta 
de aves frente à infecção por diferentes cepas de Salmonella Enteritidis e Heidelberg 
utilizadas como desafio. Já no capítulo 2 foi avaliado o efeito de um prebiótico a 
base de mananoligossacarídeos na resposta imune, histologia da mucosa intestinal 
e no controle de Salmonella enterica sorovar Enteritidis e sorovar Minnesota em 
frangos experimentalmente desafiados.  
 






There are over than 2500 serovars of Salmonella with an important relation between 
salmonellosis in humans. The consumption of poultry products contaminated with this 
microorganism during all process phases throughout the poultry production chain. 
The control of this pathogen is very complex due to variables such as biosecurity 
practices and the different responses of the strains when exposed to varied 
mechanisms of control: antimicrobials, organic acids, probiotics and prebiotics. 
Besides, there are high variability on epidemiologic data, diagnosis, genetic and 
sources of infection. The present thesis is divided in two chapters.  The Introduction 
is about bacteria, epidemiology and forms of control. The first chapter compared 
histological alterations in chickens challenged with Salmonella enterica and immune 
response against different strains of Salmonella Enteritidis e Heidelberg used as 
challenge. In the second chapter it was evaluated the effect of a 
mananoligossacharides prebiotic on chicken´s immune response, intestinal mucosa 
histology and control of Salmonella enterica serotypes Enteritidis and Minnesota on 
chicken experimentally challenged.  
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 As primeiras bactérias do gênero Salmonella, anteriormente conhecidas 
como Bacterium typhosa, foram isoladas de seres humanos e identificadas em 1880. 
Já em 1885, o veterinário Dr. Daniel Salmon isolou um bacilo de suínos doentes, e 
erroneamente identificou como o agente da peste suína, sendo posteriormente 
denominado de Bacillus cholerae suis. Em 1888, Gartner isolou a bactéria de um 
homem com gastroenterite, que havia ingerido carne bovina crua; mais tarde a 
bactéria foi denominada Bacillus Enteritidis, e em 1900 foi proposto o nome 
Salmonella, em homenagem ao Dr. Salmon (MERCHANT; PARCKER, 1980). Em 
aves, mais especificamente pombos, o primeiro relato documentado de 
salmoneloses foi realizado em 1885, e entre os anos de 1920 e 1930 ocorreu a 
descrição dos primeiros surtos em galinhas e perus (MOORE, 1895). 
 Para a caracterização das bactérias do gênero Salmonella, a partir de 1925, 
devido à utilização de provas sorológicas, foi estabelecido o esquema de Kauffmann-
White, reconhecido a partir de 1932 (BRENNER, 1998). Este esquema está baseado 
na composição antigênica das salmonelas, com relação a seus antígenos de 
superfície somáticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi). 
Atualmente o gênero Salmonella é composto de duas espécies: Salmonella 
enterica, classificada em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 
houtenae e indica) e Salmonella bongori (BRENNER et al, 2000). Os nomes foram 
mantidos somente para os sorovares da subespécie enterica e devem ser escritos 
com a primeira letra maiúscula e não devem ser de forma itálica (POPOFF; LE 
MINOR, 1997).  
São conhecidos atualmente mais de 2500 sorovares de Salmonella, dos 
quais, 1547 encontram-se na subespécie enterica (GUIBOURDENCHE et al, 2010). 
Entre eles, estão os principais sorovares causadores de salmoneloses aviárias e 
doenças alimentares em humanos (BERCHIERI JR; FREITAS NETO, 2009). Este 
grande número de sorovares pode ser dividido em duas classes gerais. A primeira 
compreende um pequeno número de sorovares espécie-específicos, que incluem S. 
Gallinarum e Pullorum nas aves (BARROW; FREITAS NETO, 2011), S. Typhi nos 
humanos, S. Dublin em bovinos e S. Cholerasuis em suínos. Estes sorovares são 
transmitidos por via fecal-oral, apresentam baixa colonização intestinal e se 




voltar a colonizar o intestino na presença de doença clínica e, por consequência, 
raramente entram na cadeia alimentar humana (UZZAU et al., 2000; BARROW, 
2011).  
A segunda classe engloba os sorovares paratíficos capazes de infectar uma 
grande variedade de hospedeiros, incluindo o homem e as aves. Estes raramente 
provocam doença sistêmica em indivíduos saudáveis, mas são capazes de colonizar 
o intestino sem a presença de sinais clínicos, sendo então relacionados a 
contaminação de produtos de origem animal e doenças transmitidas por alimentos 
em humanos. Este grupo compreende os sorovares não espécie-específicos, como 
S. Enteritidis (SE), S. Typhimurium (ST), S. Heidelberg (SH), S. Minnesota (SM) e 
muitos outros.  
A infecção com Salmonella enterica em humanos é uma das doenças 
transmitidas por alimentos mais importantes no mundo, por apresentar alta 
complexidade relacionada a endemicidade, diagnóstico, ampla variedade do agente 
infeccioso, múltiplas fontes de infecção e difícil controle.  Entretanto, o consumo de 
carne de frango é considerado um importante fator de risco nas infecções em 
humanos (FAO-WHO, 2009). A contaminação por este microrganismo prejudica o 
comércio nacional e internacional de produtos derivados de frango, o que pode 
representar um alto impacto na economia brasileira. O Brasil produziu em 2015 um 
total de 13,14 milhões de toneladas de carne de frango, o que lhe confere a 
classificação de segundo lugar mundial, perdendo apenas para os Estados Unidos. 
Deste total, 32,7% foi destinado ao mercado externo e somos hoje o maior 
exportador mundial de carne de frango (ABPA, 2016). ST foi o sorovar mais 
relacionado com infecções alimentares de origem bacteriana, mas nas últimas 
décadas SE tem se destacado como o principal responsável por estas infecções 
(ANVISA, 2007).  
 Estudo de Medeiros et al. (2011) verificou a incidência de 48,8% de SE em 
carcaças de frangos brasileiras, seguido do sorovar Infantis (7,6%), Typhimurium 
(7,2%) e Heidelberg (6,4%). Em algumas regiões outros sorovares têm sido 
reportados com grande importância e a prevalência dos diferentes sorovares pode 
variar entre localidades, estados e países (CDC, 2016). Em trabalho de tipificação de 
Salmonella, em amostras positivas de frangos de corte no abatedouro, embora SE 
seja o principal sorovar detectado, percebeu-se também elevação do percentual de 
SM, encontrado em 9,38% das amostras entre o período de 2009/2010 (FREITAS, 
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2011). Neste mesmo período um estudo de Voss-Rech et al. (2015), em amostras 
provenientes de aviários de frangos de corte do sul do Brasil,  encontrou 15 
sorovares, sendo Minnesota o de maior prevalência, representando 37,93% das 
amostras, seguido pelos sorovares Infantis (13,79%), Senftemberg (8,05%) e 
Heidelberg (6,9%). Pandini et al. (2015) avaliou 342 suabes de arrasto de granjas 
avícolas do Paraná coletados entre 2010 e 2011 e encontrou alta prevalência de S. 
Heidelberg (12,83%), seguido de 7,7% para S. Enteritidis. Boni et al., 2011 
verificaram a predominância dos sorovares Typhimurium e Enteritidis em amostras 
coletadas de aviários e abatedouros de frangos de corte na região central do Mato 
Grosso do Sul.  
  Estudos epidemiológicos mostram que existe relação de exclusão 
competitiva entre diferentes sorovares. Este comportamento de alternância entre 
sorovares distintos na população indica que o nicho ecológico de um sorovar 
específico pode ser ocupado por outro (RABSCH et al., 2000; CALLAWAY et al., 
2008). Dessa forma, tendo em vista a emergência de novos sorovares e a re-
emergência de outros em determinadas áreas, o controle das salmoneloses passa 
pelo conhecimento dos comportamentos dos diferentes sorovares em relação a sua 
identificação, prevalência, formas de controle e características de patogenicidade. 
A principal forma de controle da Salmonella na produção avícola relaciona-
se a elaboração de um criterioso e específico programa de biosseguridade 
envolvendo todos os elos da cadeia avícola (reprodutoras, incubatórios, fábricas de 
ração, granjas, e abatedouros). Associadas a isso, várias ferramentas têm sido 
empregadas como uso de antibióticos, ácidos orgânicos de cadeia curta na água ou 
ração, prebióticos, probióticos e vacinação. 
Em especial o uso de antibióticos para controle de salmoneloses em animais 
de produção demonstrou-se pouco eficiente e ainda, provocou o aparecimento de 
estirpes resistentes a diversas moléculas utilizadas (GEBREYES et al, 2000; 
RIBEIRO et al., 2008; 2009; COSBY et al., 2015). Ácidos orgânicos são conhecidos 
por afetar a atividade microbiana por acidificação do citoplasma com consequente 
falha metabólica e acumulo de íons H+ dissociados no meio externo. Porém sua 
atividade antimicrobiana pode ser variável de acordo com a concentração do ácido, 
pH do ambiente e constante de dissociação (MANI-LÓPEZ et al., 2012). Sendo 
assim, a eficiência destes compostos pode ser variável no controle deste 
microrganismo (MANI-LÓPEZ et al., 2012; PICKLER et al., 2012; ALALI et al., 2013). 
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A utilização de probióticos, como um mecanismo de exclusão competitiva (NURMI; 
RANTALA, 1973), também pode ser uma ferramenta no controle de Salmonella em 
criações comerciais de frangos, porém sua forma de atuação difere quanto à cepa 
probiótica e ao sorovar de Salmonella estudados (KABIR, 2009; LOURENÇO et al., 
2012; TELLEZ et al., 2012; MUNIZ et al.,2013). Além destes compostos, prebióticos 
estimulam o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas e dificultam a 
colonização intestinal das aves por microrganismos patogênicos (GIBSON; 
ROBERFROID 1995), porém sua eficiência também pode variar dependendo do 
sorovar utilizado (SPRING et al., 2000; BOROWSKY et al., 2009; LOURENÇO et al., 
2015).  
Alem disso, os sorovares de Salmonella podem diferir quanto a sua 
patogenicidade, ou seja, sua capacidade de causar doença. Os microrganismos 
patogênicos se distinguem de outros da mesma espécie pelo fato de possuírem e 
expressarem genes que codificam fatores de virulência, isto é, fatores que propiciam 
a colonização e ocorrência de diversos eventos que subvertem a fisiologia 
hospedeira, ocasionando o aparecimento de sinais e sintomas anormais, que irão, 
finalmente, definir o estado de doença. 
Organismos de Salmonella normalmente infectam o hospedeiro por via oral. 
O patógeno penetra no epitélio da mucosa intestinal e sobrevive em células 
fagocíticas (STERZENBACH et al., 2013). O desenvolvimento da doença sistêmica 
requer translocação para os órgãos ricos em células da série de monócitos-
macrófagos, tais como o baço e fígado, onde sobrevivem e se multiplicam. Além 
disso, fatores como a sobrevivência e a invasividade também estão relacionados a 
uma maior virulência do microrganismo (BERNDT et al., 2009). 
Sendo assim, o objetivo desta Tese foi avaliar aves desafiadas com 
diferentes sorovares e cepas de Salmonella enterica no que se refere a alterações 
histológicas e imunológicas, e avaliar o efeito de um prebiótico sobre o controle 
destes patógenos.   
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Evaluation of chickens challenged with different strains of Salmonella enterica 





A infecção por Salmonella enterica em humanos constitui uma importante 
zoonose mundial. No Brasil, os sorovares Enteritidis e Heidelberg apresentam alta 
prevalência em amostras de frangos e o controle destas bactérias depende do bom 
entendimento de sua interação com o hospedeiro. O objetivo deste estudo foi 
comparar as alterações histológicas em frangos desafiados com Salmonella 
enterica, bem como a resposta de aves frente ao desafio com duas cepas de 
Salmonella Enteritidis e uma de Heidelberg, isoladamente. As cepas foram capazes 
de colonizar o fígado e ceco das aves.  Salmonella Enteritidis cepa A mostrou-se 
mais adaptada ao hospedeiro, com alto e constante isolamento microbiológico 
associado a pouca indução de resposta inflamatória inicial nos órgãos avaliados, 
seguida de alta alteração histológica no ceco hospedeiro. A cepa de Salmonella 
Heidelberg induziu maior alteração histológica inicial em fígado e íleo, seguida de 
maior dificuldade de colonização, com posterior redução nas alterações histológicas, 
sugerindo menor adaptação ao hospedeiro.  
 











Salmonella enterica is one of the most important zoonotic pathogens for humans 
worldwide. In Brazil, serovars Enteritidis and Heidelberg had been described with 
high prevalence in poultry samples and the understanding of this microorganism 
interaction with host is essential for its control. The objective of this study was to 
compare histological alterations in broilers challenged with Salmonella enterica and 
the response of chickens against two different strains of Salmonella Enteritidis and 
one strain of Heidelberg. The strains were capable to colonize liver and cecum of 
chickens. Salmonella Enteritidis strain A was better adapted to the host, with high 
and constant microbiological isolation  associated with low induction of initial 
inflammatory response, followed by high histological alterations in cecum. Salmonella 
Heidelberg strain induced higher initial alterations in liver and ileum, with lower 
colonization and, consequently, reduction in histological alterations and lower 
adaptation to the host. 




 A infecção causada pela Salmonella enterica no homem é uma das 
zoonoses relacionadas a alimentos mais importantes no mundo. O gênero 
Salmonella caracteriza-se por um elevado grau de divesidade sorológica, sendo 
conhecidos mais de 2500 sorovares capazes de causar a doença. Estes casos estão 
fortemente relacionados ao consumo de ovos e produtos cárneos de frangos. Nos 
Estados Unidos, os principais sorovares envolvidos são Enteritidis, Typhimurium, 
Heidelberg, Infantis, Hadar e Mbandaka (CDC, 2015). Segundo Medeiros et al. 
(2011), o sorovar Enteritidis foi o mais incidente em carcaças de frango avaliadas em 
15 cidades brasileiras, representando 48,8% dos isolados, seguido do sorovar 
Infantis, com 7,6%, Typhimurium com 7,2% e Heidelberg com 6,4%. Boni et al., 2011 
verificaram a predominância dos sorovares Typhimurium e Enteritidis em amostras 
coletadas de aviários e abatedouros de frangos de corte na região central do Mato 
Grosso do Sul.  
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Pandini et al. (2015) avaliou 342 suabes de arrasto de granjas avícolas do Paraná 
coletados entre 2010 e 2011 e encontrou alta prevalência de S. Heidelberg 
(12,83%), seguido de 7,7% para S. Enteritidis. Voss-Rech et al. (2015)  analisaram 
suabes de arrasto de granjas avícolas, coletados nos estados do Paraná, Santa 
Catarina e Mato Grosso do Sul em 2009 e 2010, e isolaram 15 diferentes sorovares 
de Salmonella enterica, sendo Heidelberg com prevalência de 7,31%.  
A alternância entre os diferentes sorovares na população indica que um 
sorovar pode ocupar o nicho ecológico de outro (RABSCH et al., 2000; CALLAWAY 
et al., 2008). Entretanto, considerando estas diferenças relacionadas ao isolamento 
dos mesmos e a emergência de novos sorovares em certas regiões (LAHELLEC; 
COLIN, 1985; FOLEY et al., 2011; VOSS-RECH et al., 2015), o controle das 
salmoneloses depende do conhecimento do comportamento de cada um deles no 
que diz respeito a suas características patogênicas.  
Devido à epidemiologia e patogenicidade complexa, sua ampla distribuição na 
natureza, com inúmeros reservatórios, sua habilidade de modular a resposta e 
desenvolver tolerância imunológica e não causar doença em aves, as salmonelas 
paratíficas tornaram-se um problema de difícil controle mesmo em granjas 
tecnificadas.  Além da biosseguridade e o uso de aditivos alimentares e vacinas, 
conhecer as particularidades dos sorovares auxilia no controle destas infecções e a 
utilização de novas metodologias pode contribuir com o estudo da interação dos 
diversos sorovares com o hospedeiro. 
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi comparar as alterações histológicas 
em frangos desafiados com Salmonella enterica, bem como a resposta de aves 
frente ao desafio com duas cepas de Salmonella Enteritidis e uma de Heidelberg, 
isoladamente. 
 
1.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 Os procedimentos utilizados neste experimento foram aprovados pelo Comitê 
de ética no Uso de Animais do Campus de Ciências Agrárias da Universidade 
Federal do Paraná - Protocolo 040/2014. 
 
1.4.1 Aves, desenho experimental, dietas e alojamento 
 Foram utilizados 240 frangos de corte machos de um dia de idade da 
linhagem Cobb (Cobb-Vantress Brasil Ltda.), os quais foram individualmente 
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pesados e distribuídos em 4 tratamentos com 4 repetições de 15 aves cada. Um 
grupo de aves não foi desafiado, sendo denominado de grupo controle negativo 
(NEG), e cada um dos demais foi desafiado com uma cepa de Salmonella enterica, 
sendo Salmonella Heidelberg (SH), Salmonella Enteritidis cepa A (SEA) e 
Salmonella Enteritidis cepa B (SEB). 
 As aves foram alojadas em salas isoladas com pressão negativa. Cada sala 
continha duas gaiolas verticais (repetições) com cama de maravalha esterilizada 
para evitar a contaminação por Salmonella ou outros microrganismos de outras 
fontes que não os utilizados como desafio, bebedouro nipple, com temperatura e 
iluminação de controle automático. Os animais foram mantidos em condições ideais 
de umidade e temperatua de acordo com a idade. 
 Foram utilizadas dietas a base de milho e farelo de soja, seguindo as 
recomendações nutricionais para aves brasileiras (ROSTAGNO, 2011) sem a adição 
de antibióticos promotores de crescimento e anticoccidianos.  
 
1.4.2 Pesagens e coleta de amostras 
 No momento do alojamento, 7, 9, 10, 14 e 21 dias de idade as aves e a ração 
foram pesadas para avaliação de desempenho zootécnico.  Para garantir a 
negatividade dos animais, no momento do alojamento foi realizado exame de 
presença/ausência de Salmonella sp. em amostras de fígado e ceco de 5 aves. As 
16h após o desafio (10 dias), 14 e 21 dias, 8 aves por tratamento foram 
necropsiadas de forma asséptica para coleta de fígado (lobo acessório), íleo (2 cm 
abaixo da junção ileocecal) e ceco (esquerdo) fixados em Solução de Davidson para 
análises histológicas e amostras de fígado e ceco armazenadas em RNAlater 
(Ambion®) para PCR.  Aos 14 e 21 dias também foram coletadas amostras destes 
mesmos órgãos para análise microbiológica de Salmonella. 
 
1.4.3 Desafio 
 As cepas de Salmonella Enteritidis A e B foram isoladas de um abatedouro de 
frangos e de uma granja de reprodutoras, respectivamente. Já a cepa de Salmonella 
Heidelberg é proveniente de granjas comerciais de frangos de corte. Os inóculos de 
SEA, SEB e SH foram preparados de acordo com metodologia modificada 
(PICKLER et al., 2012). As mesmas foram identificadas com provas bioquímicas e 
subsequentemente plaqueadas em Ágar Verde Brilhante (Oxoid®) para 
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quantificação. Aos 9 dias de idade as aves foram inoculadas com 1mL de solução de 
acordo com os tratamentos: SH, 19x 108 UFC / mL; SEA, 22 x 108 UFC / mL e SEB, 
35 x 108 UFC / mL.  
 
1.4.4. Análises microbiológicas 
 As amostras de fígado e ceco foram diluídas em água peptonada 2% (Oxoid®) 
na proporção de 1:9. Uma alíquota de 1mL desta solução foi adicionada em 9 mL de 
água peptonada 0,1%, seguida de diluições decimais até atingir a diluição 10-3. Em 
seguida, 100 uL de cada diluição foram plaqueados em duplicata em ágar Verde 
Brilhante (Oxoid®). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para 
subsequente contagem de colônias típicas. A solução inicial de água peptonada 2% 
foi incubada a 35°C por 24 horas. Para amostras que não apresentaram crescimento 
nas analises quantitativas, 100uL da solução inicial foram adicionados a 10 mL de 
caldo Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato (Oxoid®) e incubados a 42°C por 24 horas 
para confirmar a negatividade/positividade para Salmonella. Os resultados das 
contagens de colôniajs típicas foram expressos de acordo com os Procedimentos 
para Contagem de Colônias (MAPA/Brasil, 2003). Amostras das colônias foram 
enviadas ao FIOCRUZ para tipificação. 
 
1.4.5. Análises histológicas 
 As amostras foram processadas rotineiramente para histologia, coradas com 
Hematoxilina e Eosina (H.E.) associada com Alcian Blue (Smirnov et al, 2004). Para 
mensuração das alterações microscópicas observadas nas amostras de fígado e íleo 
foi utilizado metodologia adaptada de Kraieski et al. (2016) / Patente INPI-
BR1020150036019. Nesta avaliação, para cada alteração microscópica observada 
foi atribuído um fator de impacto (FI) de acordo com a sua importância em reduzir a 
capacidade funcional do órgão, variando de 0 a 5, onde 5 é o maior impacto para a 
função do órgão. Além disso, a extensão de cada alteração ou a frequência em 
comparação com a de um órgão não afetado foi avaliada, considerando escores de 
0 a 3: escore 0 (ausência de lesão ou frequência), escore 1 (alteração de até 25% 
da área ou frequência), escore 2 (alteração varia de 25 a 50% da área ou 
frequência) e escore 3 (alteração maior que 50% da área ou frequência observada). 
Para chegar ao valor final do índice, o FI de cada alteração foi multiplicado pelo 
respectivo número de escore, e os resultados de todas as alterações foram somados 
24 
 
(TABELA 1).  Nas amostras de ceco foi utilizada metodologia adaptada de Fasina et 
al.(2010). O número de células caliciformes, hemácias, heterófilos, linfócitos 
epiteliais, infiltração inflamatória mista na lâmina própria e infiltração inflamatória 
mista epitelial foi demostrado em densidade, que foi definido pelo número de células 
avaliadas por μm2 de área de superfície do vilo. A área do vilo foi calculada pela 
multiplicação da altura do vilo (do topo do vilo até o ponto superior ao inicio da cripta) 
e largura do vilo (meia altura). Foi também mensurada a espessura de lâmina 
própria (da região das criptas até a camada muscular da mucosa). As medidas e 
quantificações foram realizadas em microscópio óptico DM 1000 LED, Leica.  
 
TABELA 1. Alterações histológicas avaliadas em fígado e íleo.  




Degeneração hidrópica 2 
Vacuolização celular 4 
Proliferação de ductos biliares 4 
Infiltração linfoide 2 
Necrose 5 
Pericolangite 5  
Agregado linfoide 3  
ÍLEO 
Espessura de lâmina própria 3 
72 
Espessura epitelial 2 
Proliferação de enterócitos 2 
Infiltração plasmática epitelial 1 
Infiltração inflamatória mista 5 
Hiperplasia de células caliciformes 3 
Congestão 3 
Necrose 5 
¹Escore máximo representa o resultado final considerando o escore 3 para cada 
alteração multiplicado pelo fator de impacto (valor fixo para cada alteração) e 
somados no final. 
 
 
1.4.6 Isolamento de RNA e RT-PCR 
Os procedimentos para extração de RNA e quantificação de citocinas por 
RT-PCR foram realizadas conforme descrito por Lourenço et al. (2016), utilizando os 






TABELA 2. Sequência dos primers de citocinasa 
Gene Sequencia do primer (5'-3') 
Nº de acesso 
no banco de 
genes  
ch IL-6 F:GCTCGCCGGCTTCGA 
AJ250838 
 R:GGTAGGTCTGAAAGGCGAACAG 
ch IL-8 F:ATGAACGGCAAGCTTGGAGCT 
NM205498 
 R:GCCATAAGTGCCTTTACGATCAG 
ch IL-10 F:CGGGAGCTGAGGGTGAA 
AJ621614 
 R:GTGAAGAAGCGGTGACAGC 
ch IL-12p40 F:AGACTCCAATGGGCAAATGA 
NM 213571 
 R:CTCTTCGGCAAATGGACAGT 
aOs oligonucleotideos listados foram utilizados para analisar a expressão do gene 
em ceco e fígado por PCR em tempo real . F= forward; R= reverse. 
 
1.4.7 Análise estatística 
 Os dados foram avaliados por meio do programa estatístico Statistix 9, sendo 
submetidos ao teste de correlação de Pearson,  análise de variância (ANOVA) e 
teste de Tukey. O teste de Qui-quadrado foi utilizado para avaliar os dados de 
presença/ausência das análises microbiológicas para Salmonella. 
 
1.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
No presente estudo, três diferentes cepas de Salmonella foram avaliadas 
quanto a sua interferência no desempenho zootécnico, capacidade de colonização e 
alterações histológicas em fígado, íleo e ceco.  
De maneira geral, os parâmetros de desempenho zootécnico dos frangos 
não são alterados nas infecções por salmonelas paratíficas, pois estes patógenos 
estão altamente adaptados a este hospedeiro, com o qual convivem de forma 
relativamente equilibrada.  Frangos desafiados com SEA apresentaram menor GPM 
entre 14 e 21 dias quando comparado ao grupo controle negativo (TABELA 3). 
Alguns estudos relatam que determinados sorovares e/ou cepas, apresentam 
extensa colonização no trato digestório com desenvolvimento de doença e 
envolvimento do sistema imunológico, o que pode prejudicar o desempenho dos 
animais (GAST; BENSON, 1995; MUNIZ et al., 2015). O sorovar SEA também 
apresentou maior colonização de fígado, tanto aos 14 como aos 21 dias, o que pode 
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indicar maior patogenicidade e justificar o menor GPM comparado ao desafio com as 
demais cepas neste mesmo período. 
  
TABELA 3. Media ± Erro Padrão de peso médio (PM) aos 21 dias, Ganho de Peso 
Médio (GPM) Consumo de Ração Médio (CRM) e Conversão Alimentar (CA) no 
período de 14 a 21 dias de vida nos diferentes tratamentos. 
Tratamentos PM 14 dias PM 21 dias GPM 14-21 dias CRM 14-21 dias 
NEG 315,40±5,31 671,67±5,53 393,20±10,69a 637,97±36,95 
SH 312,93±8,28 642,70±13,34 366,42±10,57ab 660,95±16,41 
SEA 321,32±8,56 643,02±10,47 356,45±7,15b 610,50±29,61 
SEB 319,88±11,21 666,48±16,03 391,70±10,23ab 627,63±23,97 
P 0,891 0,235 0,048 0,641 
a,bLetras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no Teste de 
Tukey(P<0,05). 
 
As amostras de fígado e ceco coletadas ao primeiro dia apresentaram 
resultado negativo para Salmonella sp. e o grupo não desafiado permaneceu 
negativo durante todo o período experimental, indicando o bom isolamento das 
instalações de alojamento.  
O desafio com os diferentes sorovares de Salmonella permitiu a colonização 
do fígado e ceco dos frangos (TABELA 4), mas não foram observados sinais de 
morbidade ou lesão macroscópica sugestiva de inflamação intestinal, o que indica 
que a presença da Salmonella nos órgãos internos não resulta, necessariamente, no 
aparecimento de sinais clínicos. Aos 14 dias, os sorovares SEA e SEB apresentaram 
maior isolamento em fígado, relacionado à maior invasividade quando comparados a 
SH. Aos 21 dias, o sorovar SEA manteve sua maior porcentagem de presença em 
relação aos demais, e SH se igualou SEB, o que indica que SH precisa de um tempo 
maior para colonizar o fígado. Também se pode observar a melhor adaptação da 
cepa SEA quando comparada as demais, uma vez que manteve alto nível de 
isolamento durante todo o período. Os diferentes sorovares não apresentaram 
diferenças na capacidade de colonizar o ceco, pois não foram observadas diferenças 
estatísticas significativas nestas análises (TABELA 4). Berndt et al.(2007), em 
trabalho comparativo de frangos desafiados com diferentes sorovares de 
Salmonella, observou que somente a S. Enteritidis apresentou alta contagem em 
fígado e ceco quando comparada a S. Typhimurium, Infantis e Hadar, bem como 
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maior capacidade invasiva na mucosa do ceco, sendo observado em regiões mais 
profundas da mucosa intestinal. Borsoi et al. (2009) comparou duas cepas de S. 
Heidelberg e observou diferenças significativas relacionadas a presença de genes 
de virulência e capacidade de colonização em fígado e ceco.  
 
TABELA 4. Porcentagem (%) de presença em fígado e média ± erro-padrão da 
contagem de colônias de Salmonella em ceco aos 14 e 21 dias de vida nos 
diferentes tratamentos. 
 Fígado Ceco 
Tratamentos 14 dias 21 dias 14 dias 21 dias 
 % (+⁄ total) % (+⁄ total) Log10 Log10 
NEG 0(0⁄8) b 0(0⁄8)c 0,00±0,00 b 0,00±0,00 b 
SH 37,5(3⁄8) a 75(6⁄8)a 4,88±1,48 a 5,72±0,71 a 
SEA 100(8⁄8) c 100(8⁄8)b 5,73±0,76 a 6,46±1,31 a  
SEB 100(8⁄8) c 75(6⁄8)a 5,75±1,08 a 6,42±0,63 a 
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
a,bLetras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no Teste de 
Qui- quadrado(P< 0,05) para fígado e Teste de Tukey(P<0,05) para ceco. 
 
Nas análises histológicas de fígado (TABELA 5) as 16 horas PI observa-se 
menor alteração histológica em frangos do grupo SEA quando comparado a SEB e 
SH. As alterações que mais contribuíram no resultado do escore total do grupo SEB 
foram presença de congestão e agregados linfóides, as quais sugerem maior 
inflamação e resposta imunológica quando comparado ao grupo SEA. Aos 14 dias 
não foram observadas diferenças estatísticas nas alterações histológicas entre as 
cepas, mas SEA e SEB induziram maior escore de lesão quando comparados ao 
grupo NEG. As alterações de maior impacto no escore total foram congestão, 
degeneração hidrópica e vacuolização (FIGURA 1). A congestão pode estar 
relacionada com a resposta imuno-inflamatória frente a infecção com Salmonella.  A 
degeneração hidrópica e a vacuolização são expressões de injúria celular frente a 
causas diversas, incluindo fatores infecciosos e tóxicos (ITO et al., 2009). Aos 21 
dias não foi observada diferença estatística significativa no escore total, porém 
frangos SEA apresentaram maior índice de pericolangite comparados a SH e NEG. 
Frangos SEB apresentaram mais degeneração hidrópica e vacuolização em relação 
a SH. Nas avaliações de proliferação de ductos biliares, infiltração linfóide e necrose 





FIGURA 1. Fotomicrografia do fígado de frangos não desafiados (A) e desafiados 
com Salmonella Enteritidis cepa A (B) aos 21 dias. Notar diferença em 
degeneração hidrópica, vacuolização celular (asterisco) e pericolangite (seta). 




















16 horas PI 
NEG 2,28±0,28ab 0,91±0,17 5,71±0,33 3,08±0,52 1,02±0,27 0,14±0,14 0,00±0,00 0,17±0,14ab 11,85±0,88ab 
SH 2,57±0,26a 1,08±0,17 5,71±0,37 2,74±0,48 0,57±0,15 0,00±0,00 0,00±0,00 0,35±0,11a 13,42±0,64a 
SEA 1,48±0,26b 0,80±0,16 5,25±0,31 2,62±0,46 0,74±0,18 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00b 10,91±0,61b 
SEB 2,97±0,33a 1,31±0,23 5,48±0,43 2,74±0,45 1,08±0,20 0,28±0,19 0,14±0,14 0,51±0,19a 14,54±0,85a 
P 0,003 0,236 0,790 0,917 0,268 0,295 0,395 0,059 0,009 
14 dias 
NEG 1,32±0,22b 0,05±0,06b 2,97±0,30b 2,28±0,41 0,51±0,14 0,42±0,24 0,00±0,00 0,85±0,26 8,42±0,81b 
SH 1,03±0,24b 0,28±0,12ab 3,54±0,32b 1,94±0,41 0,86±0,22 0,85±0,38 0,14±0,14 0,85±0,26 9,51±0,80ab 
SEA 1,73±0,22ab 0,63±0,16a 5,26±0,32a 2,17±0,38 0,62±0,17 0,14±0,14 0,00±0,00 1,20±0,33 11,7±0,59a 
SEB 2,28±0,31a 0,46±0,14ab 5,03±0,30a 1,71±0,38 0,28±0,12 0,71±0,36 0,00±0,00 1,37±0,41 11,8±0,73a 
P 0,003 0,013 <0,001 0,746 0,130 0,341 0,395 0,596 0,002 
21 dias 
NEG 2,22±0,24 0,80±0,16b 4,68±0,25ab 2,97±0,57 1,42±0,22 0,42±0,31 0,14±0,14b 0,60±0,20 13,28±0,97 
SH 2,85±0,26 0,68±0,16b 4,00±0,32b 3,42±0,59 1,08±0,26 0,71±0,46 0,14±0,14b 0,34±0,16 13,25±1,10 
SEA 2,34±0,20 1,20±0,18ab 4,68±0,25ab 2,74±0,53 0,85±0,20 0,42±0,24 1,57±0,60a 0,08±0,08 13,90±1,01 
SEB 2,22±0,29 1,48±0,17a 5,25±0,31a 3,31±0,41 1,08±0,22 0,14±0,14 0,57±0,34ab 0,51±0,26 14,60±0,82 
P 0,245 0,004 0,029 0,793 0,373 0,647 0,018 0,238 0,743 
a,b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no Teste de Tukey (P<0,05).
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Analisando os resultados de fígado entre os diferentes sorovares ao longo 
dos períodos de 16 horas PI e 14 dias observa-se que SEA mostrou-se mais 
adaptado ao hospedeiro, uma vez que mantém o escore de alteração histológica 
hepática, atrelado a alta taxa de infecção ao longo dos dias avaliados.  Já os 
sorovares SH e SEB induzem maior alteração dos parâmetros histológicos avaliados 
as 16 horas PI, com consequente maior indução de resposta inflamatória, redução 
ou aumento na presença do microrganismo no fígado e posterior redução de 
alteração histológica aos 14 dias. 
Os resultados da presença de Salmonella no fígado dos frangos apresentam 
relação direta com os resultados de alterações histológicas (FIGURA 2), onde aos 
14 dias observa-se maior alteração histológica nos grupos SEA e SEB com posterior 
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FIGURA 2. Correlação entre os valores de presença de Salmonella e alterações 
histológicas no fígado das aves nos diferentes tratamentos.  Coeficiente de 







r = 0,51* r = 0,04 
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  No íleo (TABELA 6), as 16 horas PI observa-se que aves SEA 
apresentam menor escore quando comparadas a NEG e SEB, com menores níveis 
de infiltração inflamatória mista e congestão. Aos 14 dias aves SEB apresentam 
maior escore de alteração histológica em íleo quando comparas a SH e SEA. Estes 
dados estão de acordo com Desmit et al. (1997) que observaram maior presença de 
células plasmáticas na lâmina própria do íleo de aves desafiadas com S. Enteritidis. 
Aos 21 dias não foi observada diferença estatística significativa no escore total entre 
os tratamentos. Segundo Thompson e Applegate (2006) e Lourenço et al. (2015), o 
desafio microbiológico com Salmonella desencadeia alteração na dinâmica celular 
do íleo, mas que parece ser uma consequência compensatória em relação ao que 
acontece no ceco.     
O epitélio intestinal é uma barreira física, fisiológica e imunológica contra 
organismos patogênicos. As células envolvidas com a resposta imunológica inata 
atuam de maneira conjunta com a imunidade específica (KAISER, 2010), além de 
influenciar na natureza e intensidade da resposta específica, a qual pode variar de 
acordo com o sorovar de Salmonella envolvido no processo de infecção (PARISH et 
al., 1997, SETTA et al., 2012). A camada de muco, produzido pelas células 
caliciformes, dificulta a adesão do patógeno na superfície celular intestinal, além de 
auxiliar na lubrificação e no transporte entre o conteúdo luminal e a camada epitelial 
(UNI et al., 2003; FORDER et al., 2007). A invasão do TGI promove a interação da 
Salmonella com macrófagos e heterófilos, os quais podem ser encontrados no 
epitélio em um número significativamente maior em apenas 3 e 6 horas após a 
infecção, respectivamente (VAN IMMERSEEL et al., 2002). Após o reconhecimento 
da bactéria por receptores tipo Toll, ocorre aumento da população de heterófilos, 
bem como maior expressão de IL6 e IL8 (SWAGGERTY et al., 2004; GENOVESE et 
al., 2013). O processo de eliminação continua com um forte recrutamento de 
linfócitos T e B, sendo este último encontrado em proporções muito pequenas na 
mucosa do ceco (RYCHLIK et al., 2014). Estas alterações também podem ser 
observadas na morfologia das vilosidades intestinais, devido ao aumento de células 
























Congestão Necrose Total 
16 horas PI 
NEG 3,49±0,37 2,43±0,17 2,65±0,20 0,27±0,06 4,36±0,39bc 2,45±0,24 0,18±0,17b 2.00±0.38 17,54±1,05ab 
SH 3,72±0,38 2,28±0,21 2,48±0,21 0,30±0,07 5,20±0,51ab 2,28±0,27 0,70±0,11a 1.10±0.32 18,38±1,10a 
SEA 3,24±0,37 2,04±0,17 2,36±0,19 0,24±0,08 2,90±0,38c 2,34±0,27 0,12±0,08b 0.80±0.29 14,04±0,97b 
SEB 4,52±0,40 2,40±0,19 2,94±0,20 0,10±0,04 6,18±0,44a 2,18±0,25 0,60±0,16ab 1.18±0.34 20,12±1,09a 
P 0,096 0,453 0,198 0,177 <0,001 0,898 0,004 0.078 0,001 
14 dias 
NEG 5,40±4,77 2,60±1,67ab 3,00±2,48ab 0,12±0,10 6,70±11,84 3,48±2,33a 1,08±2,85b 1.50±6.37a 23,88±65,7ab 
SH 5,70±7,07 2,20±1,18b 2,64±2,84b 0,18±0,15 6,90±16,21 2,46±2,09b 1,08±3,95b 0.90±4.78ab 22,06±72,05b 
SEA 5,16±4,42 2,20±0,69b 2,92±2,15ab 0,14±0,12 6,40±11,26 1,98±2,06b 1,26±2,97ab 0.30±1.43b 20,36±41,62b 
SEB 5,70±6,70 2,92±1,66a 3,52±2,37a 0,26±0,19 8,10±11,11 3,48±2,70a 2,10±4,13a 1.40±6.16ab 27,48±76,62a 
P 0,618 0,003 0,044 0,266 0,088 <0,001 0,018 0.023 0,001 
21 dias 
NEG 5,62±0,39 2,80±0,15 3,40±0,21 0,87±0,10ª 8,00±0,50 3,60±0,30 1,12±0,25 0,75±0,45 26,17±1,04 
SH 4,57±0,38 2,60±0,19 3,05±0,17 0,57±0,07ab 7,75±0,59 3,37±0,26 1,42±0,30 0,37±0,21 23,72±1,28 
SEA 5,77±0,42 2,75±0,18 3,05±0,23 0,50±0,08b 7,75±0,56 3,07±0,22 1,87±0,31 0,12±0,12 24,90±1,06 
SEB 5,55±0,40 2,85±0,17 3,75±0,20 0,15±0,05c 6,12±0,41 4,05±0,27 0,97±0,22 0,62±0,36 24,07±1,01 
P 0,142 0,774 0,057 <0,001 0,046 0,079 0,110 0,518 0,411 
a,b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no Teste de Tukey (P<0,05).
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 No ceco (TABELA 7), observa-se maior presença de células caliciformes 
em frangos desafiados com SEB as 16 horas PI e aves desafiadas com SEA e SEB 
aos 21 dias. A camada de muco, produzida pelas células caliciformes, atua como um 
meio de proteção físico e biológico e também é um componente da resposta imune 
inata que é regulada em resposta à inflamação e infecção (UNI et al., 2003). Aos 14 
dias, aves SEA apresentam maior quantidade de heterófilos/μm2 e linfócitos 
epiteliais/μm2 associado a maior infiltração inflamatória mista na lâmina própria e 
epitelial//μm2 relacionados ao início da resposta imunológica contra o patógeno. 
Estes dados podem exemplificar a diferença entre o tempo necessário para o 
processo de infecção entre duas cepas de um mesmo sorovar ou cepas de 
sorovares diferentes. Heterófilos estão relacionados ao início da resposta 
imunológica, seguido do aumento de linfócitos e demais células plasmáticas 
(RYCHLIK et al., 2014). O processo de colonização intestinal pela Salmonella se 
inicia com a replicação e adaptação da bactéria no lúmen intestinal, seguida pela 
adesão as células epiteliais com o auxílio de adesinas. Após esta etapa, o sistema 
de secreção tipo III auxilia a passagem de proteínas bacterianas para o citoplasma 
celular, com posterior alteração na estrutura celular, reconhecimento e 
desencadeamento de resposta inflamatória (RYCHLIK et al., 2014). Vários fatores 
bacterianos, como lipopolissacarídeos, flagelos, fimbrias e algumas proteínas de 
membrana têm sido reportados por atuar como responsáveis por iniciar a adesão 
e/ou invasão no epitélio do TGI hospedeiro (BERNDT et al., 2007). Estas possíveis 
variações no início do processo de infecção estão diretamente relacionadas à 
patogenicidade bacteriana (IMRE et al., 2013) e a presença/ausência de genes de 
virulência, associada a maior ou menor indução de alteração histológica, expressão 
de interleucinas e consequente excreção do microrganismo.  Aos 14 e 21 dias, aves 
SEA apresentam maior processo inflamatório no ceco, o que pode desencadear uma 
resposta sistêmica com consequente interferência no desempenho da ave. Pode-se 
sugerir que a redução no ganho de peso observada em frangos desafiados com 
SEA não está relacionada às alterações histológicas observadas em íleo, mas sim a 
presença da bactéria no trato gastrointestinal da ave e seus anexos, como fígado e 
ceco. Segundo Klasing (2007), o aumento da demanda de células inflamatórias pode 
modificar o direcionamento da utilização de recursos orgânicos pelo animal e afetar 
o ganho de peso das aves. 
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Na FIGURA 3 observa-se maior amplitude nos valores referentes às 
alterações histológicas do ceco de frangos desafiados com SEA e SEB quando 
comparados aos grupos NEG e SH. Esta variação pode ser observada em todos os 
períodos avaliados, o que pode estar relacionado a maior adaptação deste sorovar 
ao hospedeiro, com presença de alteração histológica no local considerado seu 
principal órgão de colonização associado a maior número de isolamento 
microbiológico (TABELA 4).  
 Após a infecção por microrganismos patogênicos intracelulares, a área 
do vilo e a espessura de lâmina própria podem ser alteradas devido ao 
desenvolvimento de resposta inflamatória na mucosa intestinal. Aos 14 e 21 dias, 
frangos desafiados com o sorovar SEA apresentaram aumento nestes índices 
quando comparado aos demais tratamentos, bem como maior infiltração inflamatória 
mista (IIMLP) (FIGURA 4). Estes dados estão de acordo com Rychlik et al. (2014) e 
Borsoi et al. (2009), que observaram espessamento da mucosa cecal associada com 
edema e maior quantidade de células inflamatórias em aves desafiadas com os 




















TABELA 7. Média ± Erro-padrão das alterações histológicas em ceco as 16 horas PI, 14 e 21 dias nos diferentes tratamentos.  
Tratamento 




Hemácias     
/μm2 (10-5) 











16 horas PI 
NEG 21549±843,56 8,49±1,31b 6,09±1,01 0,73±0,34c 6,59±0,98bc 18,26±1,28c 6,96±0,98bc 22,61±1,92 
SH 24403±1149,7 7,43±1,03b 8,35±1,81 2,87±0,76b 4,90±0,81c 19,23±1,54c 5,27±0,83c 25,27±2,09 
SEA 23212±1005,5 7,71±1,35b 4,04±0,77 2,06±0,53b 0,10±0,95b 35,84±2,58b 10,41±0,96b 22,87±2,08 
SEB 21597±947,37 21,75±2,26a 6,33±0,98 3,45±1,09a 15,96±1,64a 56,17±4,96a 16,59±1,70a 22,57±2,64 
P 0,126 <0,001 0,098 0,057 <0,001 <0,001 <0,001 0,791 
14 dias 
NEG 25770±1044,6b 6,78±1,16 6,31±1,04b 4,12±1,40b 3,76±0,59b 26,21±2,14 8,07±0,93bc 21,09±2,24b 
SH 27230±1228,5b 5,00±0,89 12,66±2,36a 5,26±1,06b 4,73±0,58ab 26,39±3,82 5,07±0,62c 41,68±4,28a 
SEA 34749±1824,9a 6,94±0,88 10,10±1,89ab 21,40±3,58a 6,79±0,78a 34,15±4,44 13,47±1,94a 52,83±7,06a 
SEB 25943±1322,2b 4,39±0,79 7,02±1,74b 13,65±4,04ab 5,63±0,75ab 28,16±3,92 11,27±1,78ab 39,55±4,26a 
P <0,001 0,146 <0,001 <0,001 0,015 0,386 <0,001 <0,001 
21 dias 
NEG 27087±927,0 bc 7,31±0,82b 10,41±1,10a 1,77±0,45 6,19±0,68b 43,35±3,19b 6,37±0,68b 18,12±1,80c 
SH 26357±917,09c 7,20±0,94b 5,73±0,84b 1,46±0,58 9,25±0,94a 48,55±3,98b 9,89±0,96ab 35,87±3,20b 
SEA 33659±1243,1a 17,43±1,82a 6,41±0,69b 3,06±0,43 9,33±1,38a 72,17±4,19a 10,58±1,46a 61,02±6,86a 
SEB 30786±1339,5ab 19,52±1,76a 4,42±0,78b 2,65±0,60 6,53±0,74b 37,13±4.00b 7,41±0,78ab 38,12±4,33b 
P <0,001 <0,001 <0,001 0,096 0,037 <0,001 0,012 <0,001 
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FIGURA 3. Dispersão de alterações histológicas em ceco as 16 horas PI, 14 e 21 dias nos diferentes tratamentos. 





FIGURA 4. Fotomicrografia do ceco de frangos não desafiados (A) e desafiados com 
Salmonella Enteritidis cepa A (B) aos 14 dias. Notar diferença em espessura de 
lâmina própria (seta) e área do vilo com infiltração inflamatória mista na lâmina 






Após a detecção inicial da Salmonella no epitélio intestinal, macrófagos, 
heterófilos e linfócitos iniciam uma resposta para restringir a propagação do 
microrganismo para os demais órgãos do hospedeiro. Neste processo, a indução de 
citocinas tem sido amplamente reportada (ECKMANN; KAGNOFF, 2001; 
ROSENBERGER et al., 2001; VAN IMMERSEEL et al., 2002; BERNDT et al., 2007; 
FASINA et al., 2010; SETTA et al., 2012; RYCHLIK et al., 2014). As análises de 
interleucinas no fígado e ceco as 16 horas pós-inoculação não apresentam diferença 
significativa para IL6 e IL12, bem como IL8 no fígado e IL10 no ceco dos frangos 
(FIGURA 5). Setta et al. (2012) em estudo comparativo entre os sorovares 
Enteritidis, Infantis, Gallinarum e Pullorum não observou diferença estatística na 
expressão de IL6 no ceco das aves. Já Berndt et al. (2007) observou maior 
expressão de IL12 no ceco de aves desafiadas com o sorovar Enteritidis quando 
comparado aos sorovares Typhimurium, Hadar e Infantis. No presente trabalho 
frangos desafiados com SEB apresentam maior expressão de IL10 no fígado 
quando comparada as aves desafiadas com SH, assim como maior expressão de 
IL8 no ceco em comparação com SEA e SH. Estes resultados podem estar 
relacionados com a presença do patógeno e as alterações histológicas no fígado e 
ceco dos frangos desafiados. Frangos SEB apresentam altos valores de alteração 
histológica em fígado 16 horas PI, assim como foi observada alta quantificação de 
heterófilos, linfócitos epiteliais, IIMLP e IIMEP no ceco de frangos SEB. Após a 
infecção, como uma tentativa de eliminar o patógeno, pode ocorrer aumento na 
expressão de citocinas pró-inflamatórias, como IL8, com posterior elevação dos 
níveis de IL10 para modular a inflamação e desenvolver tolerância imunológica. 
Enquanto IL8 está relacionada a recrutamento de heterófilos para o local da infecção 
(RICHLIK et al., 2014), a interleucina 10 inibe as defesas do organismo contra a 




FIGURA 5. Média ± Erro-padrão da expressão de IL6, IL8, IL10 e IL 12 em fígado e 
ceco de frangos as 16 horas PI nos diferentes tratamentos.  Barras com letras 
diferentes indicam diferença estatística para o teste de Tukey (P < 0,05). 
 
Os resultados das análises de correlação entre os dados de histologia de 
fígado e íleo, e desempenho estão apresentados na TABELA 8. Foram observados 
poucos resultados significativos uma vez que o desafio com salmonelas paratíficas 
tende a causar pouca interferência nos parâmetros relacionados ao desempenho 
das aves. Vale ressaltar que os valores atribuídos para o fator de impacto (FI) destas 
análises foram determinados com base na redução da capacidade funcional do 
órgão, ou seja, digestão e absorção de alimentos.  
 Os resultados de fígado apresentam correlação positiva significativa entre 
CRM, CA e vacuolização celular, observada aos 10 dias (16 horas PI), o que indica 
que quanto maior o consumo de ração médio e a conversão alimentar, maior a 
observação de vacuolização celular nos hepatócitos. O fígado participa ativamente 
da digestão de nutrientes e, alterações metabólicas e/ou doenças hepáticas estão 
relacionadas com a presença de diferentes graus de vacuolização celular (ITO et al., 
2009). Esta alteração não é diretamente prejudicial à célula, mas sim uma resposta 
comum a causas variadas, como a absorção da gema nos primeiros dias de vida dos 
frangos, as quais podem também afetar a ingestão de alimento na tentativa de 
compensar disfunções fisiológicas em outros tecidos (CENTER, 1996). Este mesmo 















TABELA 8. Coeficiente de correlação de Pearson (r) entre análise histológica no 
fígado e íleo das aves e de desempenho (GPM, CRM e CA1) nos diferentes 
períodos. 
Análise histológica 
r para GPM r para CRM r para CA 
10 d 14 d 21 d 10 d 14 d 21 d 10 d 14 d 21 d 







Congestão -0,21 -0,51* -0,26 0,32 -0,09 -0,24 0,41 0,36 -0,04 
Degeneração hidrópica -0,19 -0,08 -0,17 0,23 -0,12 -0,19 0,35 -0,03 -0,05 
Vacuolização cellular 0,03 0,28 -0,13 0,54* 0,05 0,13 0,51* -0,18 0,16 
Proliferação de ducto biliar -0,01 0,01 -0,02 -0,09 -0,03 0,27 0,01 -0,02 0,19 
Infiltração linfóide -0,41 -0,49* 0,11 0,07 -0,36 0,13 0,54* 0,08 0,05 
Pericolangite 0,11 0,02 -0,33 -0,02 -0,17 -0,12 -0,13 -0,18 0,10 
Necrose -0,40 0,17 0,05 0,01 -0,01 -0,12 0,46 -0,16 -0,13 
Agregado linfóide 0,27 0,36 0,09 -0,01 0,46 0,28 -0,27 0,12 0,16 
Total -0,11 0,03 -0,26 0,49* 0,07 0,03 0,59* 0,05 0,15 







Espessura de lâmina 
propria 
-0,02 0,43 0,27 0,51* 0,30 0,11 0,46 -0,08 -0,07 
Espessura epithelial -0,01 -0,08 -0,24 -0,18 0,07 -0,03 -0,12 0,14 0,12 
Proliferação de enterócitos -0,01 0,14 0,24 -0,10 0,22 0,38 -0,08 0,08 0,16 
Infiltração plasmática 
epithelial 
-0,13 -0,19 0,04 -0,27 -0,06 -0,11 -0,09 0,13 -0,11 
Infiltração inflamatória mista 0,24 0,12 -0,20 0,58* 0,18 0,19 0,31 0,08 0,24 
Hiperplasia de células 
caliciformes 
-0,03 -0,06 0,01 -0,27 -0,03 -0,05 -0,08 0,06 -0,05 
Congestão 0,25 -0,18 -0,08 0,16 0,21 0,06 -0,06 0,38 0,07 
Necrose apical do vilo -0,47 0,06 0,03 -0,14 0,12 0,12 0,39 0,07 0,07 
Total 0,04 0,06 -0,02 0,37 0,22 0,21 0,34 0,17 0,16 
*Indica coeficiente de correlação de Pearson significativo (P < 0.05). 
¹GPM: ganho de peso médio; CRM: consumo de ração médio; CA: conversão 
alimentar. 
²Para a análise de correlação os dados de desempenho foram obtidos nos períodos 
de 1 a 10 (16hPI), 1 a 14 e 1 a 21 dias e as análises histológicas foram realizadas 
aos 10 (16hPI), 14 e 21 dias, respectivamente. 
 
 Aos 14 dias observa-se correlação negativa significativa entre GPM, 
congestão e infiltração linfoide, ou seja, quanto menor o ganho de peso médio dos 
frangos, maior a observação de congestão e infiltração linfoide na histologia de 
fígado. O desenvolvimento do processo inflamatório envolve o acúmulo de hemácias 
e o recrutamento de células de defesa, com consequente aumento na produção de 
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células e proteínas. A produção de proteínas de fase aguda no fígado pode 
aumentar a necessidade de recursos orgânicos pelo animal e assim, afetar o ganho 
de peso das aves (KLASING, 1998; 2007; KOGUT, 2009). Essa correlação também 
foi observada por Kraieski et al. (2016). 
No íleo os valores de espessura de lâmina própria, infiltração inflamatória 
mista e CRM estão positivamente correlacionados (P<0,05), o que demonstra que o 
aumento do consumo médio de ração está diretamente relacionado com maior 
espessura e infiltração inflamatória mista na lâmina própria do íleo. Em mamíferos 
considera-se que as doenças intestinais (enteropatias) ocasionam má absorção de 
nutrientes gerando um aumento compensatório no consumo de alimentos (LEWIS et 
al., 1994). Segundo Williams (1996), a estrutura da lâmina própria é importante para 
uma ótima absorção de líquidos e nutrientes. Os vasos sanguíneos estão localizados 
logo abaixo da lâmina basal das células da mucosa, formando um curto caminho 
para partículas absorvidas alcançarem a circulação. Lesões na lâmina própria que 
afetam a absorção incluem infiltração celular, fibrose e acúmulo de líquido, e tais 
lesões formam uma barreira entre a superfície da mucosa e os capilares 
sanguíneos, interferindo com a difusão normal de fluidos e solutos. 
Os demais parâmetros avaliados não apresentam correlação significativa 
com o desempenho das aves. Salmonelas paratíficas tendem a causar pouca ou 
nenhuma alteração no desempenho, o que justifica o baixo índice de correlação com 
as análises histológicas de íleo, uma vez que este órgão participa da digestão de 
gorduras, proteínas e amido, bem como da absorção de água e minerais (SVIHUS, 
2014). Conforme observado em outros trabalhos com desafio de Salmonella em 
frangos (THOMPSON; APPLEGATE, 2006; LOURENÇO et al., 2015) ocorre uma 
modificação na dinâmica celular do íleo mas que parece ser uma consequência das 
alterações observadas no ceco, principal órgão relacionado a colonização deste 
patógeno (FANELLI et al., 1971; SETTA et al., 2012). 
No ceco, os dados de histologia foram correlacionados com a quantificação 
microbiológica (TABELA 9), uma vez que este órgão é o local de maior colonização 
de Salmonella. O ceco possui grande relação com a absorção de eletrólitos e água e 
pouca relação com a digestão e absorção de nutrientes (SVIHUS et al., 2013), o que 





TABELA 9. Coeficiente de correlação de Pearson (r) entre análise histológica e de 






Área do vilo 0,36 0,28 
Espessura de lâmina propria 0,69* 0,71* 
Hiperplasia de células caliciformes -0,04 0,12 
Linfócitos epiteliais -0,09 0,51* 
Hemácias -0,41 0,51* 
Heterófilos  -0,49* 0,27 
Infiltração inflamatória mista na lâmina própria 0,51* 0,63* 
Infiltração inflamatória mista epithelial 0,49* -0,59* 
*Indica coeficiente de correlação de Pearson significativo (P < 0.05). 
 
 A análise de correlação entre a histologia e a quantificação de Salmonella 
sp. em ceco mostrou-se bastante significativa, uma vez que quase todos os 
parâmetros avaliados apresentaram correlação com a maior ou menor presença do 
microrganismo. Aos 14 dias foi observado que o aumento na quantificação 
microbiológica de Salmonella no ceco induziu maior espessura e infiltração 
inflamatória mista na lâmina própria, além de maior infiltração inflamatória mista 
epitelial. Neste mesmo período o aumento na quantificação microbiológica estava 
relacionado a menor presença de heterofilos. Aos 21 dias o desafio microbiológico 
provocou aumento de espessura e infiltração inflamatória mista de lâmina própria, 
presença de linfócitos epiteliais, hemácias e infiltração inflamatória mista epitelial, 
além de menor infiltração inflamatória mista epitelial, acompanhada de aumento na 
quantificação microbiológica. Uma característica das infecções por salmonelas 
paratíficas é sua extensa multiplicação no lúmen intestinal e indução de resposta 
inflamatória no ceco, com limitada disseminação para órgãos como fígado e baço 




Os dados revelam que existem diferenças significativas relacionadas à 
capacidade e tempo de colonização, bem como alterações histológicas e expressão 
de citocinas entre as cepas de Salmonella utilizadas como desafio. Salmonella 
Enteritidis cepa A mostrou-se mais adaptada ao hospedeiro, com alto e constante 
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isolamento microbiológico associado a pouca indução de resposta inflamatória inicial 
nos órgãos avaliados, seguida de alta alteração histológica no ceco hospedeiro. A 
cepa de Salmonella Heidelberg induziu maior alteração histológica inicial em fígado 
e íleo, seguida de maior dificuldade de colonização, com posterior redução nos 
índices histológicos, sugerindo menor adaptação ao hospedeiro. Os dados mostram 
que a invasividade, ou isolamento microbiológico, está correlacionada com os dados 
de alterações histológicas em ceco, local de sobrevivência da Salmonella. 
A metodologia utilizada para avaliação histológica do fígado e íleo de aves 
desafiadas com Salmonella apresentou poucas correlações significativas para fígado 
e íleo, uma vez que o desafio com salmonelas paratíficas tem pouca interferência no 
desempenho das aves. Já os parâmetros avaliados em ceco apresentam alta 
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2 RESPOSTA IMUNE DE FRANGOS SUPLEMENTADOS COM PREBIÓTICO 
DERIVADO DE SACHAROMYCES CEREVISIAE DESAFIADOS COM 
SALMONELLA ENTERITIDIS OU MINNESOTA 
 
 
Immune response of broiler chickens supplemented with prebiotic from 





Salmonella enterica possui mais de 2.500 diferentes sorovares que têm sido 
descritos como causa de infecções no homem, sendo que S. enterica sorovar 
Enteritidis é o mais prevalente. Em algumas regiões do Brasil S. enterica sorovar 
Minnesota apresentou prevalência de 37,93% em amostras de frangos. Este estudo 
avaliou o efeito do prebiótico (PREB) a base de mananoligossacarídeo na resposta 
imune de frangos desafiados contra Salmonella Enteritidis (SE) ou Minnesota (SM). 
PREB aumentou o ganho de peso e reduziu a recuperação de Salmonella e a 
expressão de genes de IL12 em fígado de aves desafiadas com SE, mas não 
preveniu a colonização por SM no fígado das aves as 16 horas pós-inoculação. No 
momento do desafio, aves suplementadas com PREB apresentaram maior escore 
para infiltração linfocitária na lâmina própria e dilatação de vilosidade, sugerindo 
maior reação inflamatória quando comparado com o grupo não suplementado. A 
suplementação com PREB pode prevenir a colonização de SE no fígado dos frangos 
as 16 horas pós-inoculação, entretanto não apresentou efeito em frangos desafiados 
com SM. O desafio com o sorovar Enteritidis induziu maior expressão de mRNA IL12 
quando comparado ao sorovar Minnesota.  
 
Palavras-chave: citocinas, IL10, IL12, imunidade, mucosa intestinal, MOS 









Salmonella enterica has over 2,500 different serovars that have been described as 
causes of human infections and S. enterica serovar Enteritidis is the most prevalent 
of these serovars. In some regions in Brazil S. enterica serovar Minnesota was 
prevalent in 37.93% of broilers samples. This study evaluated the effect of a prebiotic 
(PREB) based on mannan oligosaccharide on the immune response of broilers 
challenged against Salmonella Enteritidis (SE) or Minnesota (SM). PREB 
supplementation increased the weight gain and reduced Salmonella recovered and 
mRNA gene expression of IL12 in livers of SE-challenged broilers, but did not 
prevent colonization by SM in the liver at 16 hours after challenge. At the time of 
challenge, birds supplemented with PREB had higher lymphocyte scores in the 
lamina propria and villi dilation, suggesting an inflammatory reaction when compared 
to a non-supplemented group. PREB supplementation could prevent SE colonization 
in livers of broilers 16 hours after challenge; however has no effect on SM challenged 
birds. The challenge with serovar Enteritidis induces higher IL12 mRNA expression 
levels than challenge with SM. 
 
Key words: cytokines, IL10, IL12, immunity, intestinal mucosa, MOS 
 
2.3 DESCRIÇÃO DO PROBLEMA 
 Salmonella enterica possui mais de 2.500 diferentes sorovares que têm sido 
descritos como causa de infecções em humanos (MURMANN et al., 2008), sendo 
que S. enterica sorovar Enteritidis (SE) é o mais prevalente (OLSEN et al., 2001; 
ANVISA, 2007).  
 Outro sorovar também tem se mostrado prevalente em algumas partes do 
mundo. Um estudo brasileiro (VOSS-RECH et al., 2015) encontrou 20 diferentes 
sorovares de Salmonella em amostras de frangos e S. enterica sorovar Minnesota 
(SM) apresentou prevalência de 37.93%.  
Estudos epidemiológicos (RABSCH et al., 2000; CALLAWAY et al., 2008) 
demonstram alternância entre os diferentes sorovares na população, o que indica 
que um sorovar pode ocupar o nicho ecológico de outro sorovar específico. 
Entretanto, considerando a emergência de novos sorovares e a re-emergência de 
outros (LAHELLEC E COLIN, 1985; FOLEY et al., 2011; VOSS-RECH et al., 2015) 
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em certas regiões, o controle das salmoneloses depende do conhecimento do 
comportamento de cada sorovar no que diz respeito a sua prevalência e 
características patogênicas.  
 As práticas de biosseguridade são o método mais importante para prevenção 
da infecção por Salmonella em lotes comerciais de frangos. Além disso, o uso de 
aditivos alimentares como prebióticos pode auxiliar neste controle. Prebióticos 
(PREB) a base de mananoligossacarídeos (MOS), derivados de parede celular de 
levedura Sacharomyces cerevisiae são efetivos para o controle de SE por atuar 
diretamente na aglutinação de fimbrias tipo 1, prevenindo a ligação da bactéria com 
as células do trato gastrointestinal (TGI) (SPRING et al., 2000). Entretanto, um 
estudo in vitro (BOROWSKY et al., 2009) demonstrou que o MOS possui pouca ação 
sobre a aglutinação de SM e não existem estudos in vivo demostrando que MOS 
possui efeito na aglutinação deste mesmo sorovar.  
 Prebióticos derivados de leveduras também são descritos como moduladores 
da resposta imunológica (SHASHIDHARA; DEVEGOWDA, 2003) com consequente 
efeito indireto no controle de microrganismos.  As células de defesa do hospedeiro 
reconhecem moléculas chamadas ¨padrões moleculares associados a patógenos¨, 
como os componentes da parede celular de leveduras, glucanos e mananos 
(ABBAS, 2000). Estas moléculas podem desencadear uma resposta imunológica 
com aumento ou redução da expressão de algumas citocinas e quimiocinas, as 
quais apresentam importante função e diferentes níveis de expressão no controle de 
infecções por bactérias como a Salmonella spp. (VAN HEMERT et al., 2006; 
BERNDT et al., 2007; SETTA et al., 2012).  
 O objetivo deste estudo foi avaliar um PREB a base de MOS na resposta 
imunológica, histologia da mucosa intestinal e no controle de Salmonella enterica 
sorovar Enteritidis e sorovar Minnesota em frangos experimentalmente desafiados 
contra estes sorovares.  
 
2.4 MATERIAL E MÉTODOS 
 Os procedimentos utilizados neste experimento foram aprovados pelo Comitê 
de ética no Uso de Animais do Campus de Ciências Agrárias da Universidade 





2.4.1 Aves, desenho experimental, dietas e alojamento 
 Foram utilizados 160 frangos de corte machos de um dia de idade da 
linhagem Cobb (Cobb-Vantress Brasil Ltda.), os quais foram individualmente 
pesados e distribuídos em dois diferentes testes, ambos com dois tratamentos e 
quatro repetições de 10 aves cada. Teste A: 1) SE – aves desafiadas com 
Salmonella Enteritidis e alimentadas com dieta controle sem PREB e 2) SE + PREB 
– aves desafiadas com SE e alimentadas com dieta controle suplementada com 
PREB (400g/t, Actigen, Alltech Inc.). Teste B: 3) SM – aves desafiadas com 
Salmonella Minnesota e alimentadas com dieta controle e 4) SM + PREB – aves 
desafiadas com SM e alimentadas com dieta controle suplementada com PREB 
(400g/t, Actigen, Alltech Inc.).  
 O PREB (Actigen, Alltech Inc.) utilizado é derivado de Sacharomyces 
cerevisiae com pelo menos 400 ppm of MOS como garantia.  
 As aves foram alojadas em salas isoladas, com pressão negativa, cama de 
maravalha e em condições ideais de umidade e temperatura. A cama de maravalha 
foi previamente autoclavada a 121o C for 15 minutos para evitar a contaminação por 
Salmonella ou outros microrganismos de outras fontes que não os utilizados como 
desfio.  
Foram utilizadas dietas a base de milho e farelo de soja (NRC, 1994) sem a 
adição de antibióticos promotores de crescimento e anticoccidianos ou outro aditivo 
alimentar que não o objeto deste estudo. As aves receberam água e ração ad libitum 
e foram mantidas sob programa de luz contínua.  
 
2.4.2 Pesagens e coleta de amostras 
 Cada ave foi individualmente pesada no início do experimento (dia 1), as 0 e 
16 horas pós-inoculação (PI), nos momentos das necropsias  (8 e 9 dias no Teste A 
e 10 e 11 dias no Teste B). As 0 e 16 horas PI, oito aves por tratamento foram 
eutanasiadas para coleta asséptica de amostras de fígado e ceco para análises 
microbiológicas. No mesmo período, amostras de íleo (2 cm abaixo da junção 
ileocecal) e ceco (fragmento final do ceco esquerdo) foram fixados em formol 
tamponado 10% para análise histológica. Amostras de fígado e íleo foram 






 Os inóculos de SE e SM foram preparados de acordo com metodologia 
modificada (PICKLER et al., 2012). As cepas de Salmonella Enteritidis e Minnesota 
provenientes de granjas comerciais de frangos foram identificadas e 
subsequentemente plaqueadas em Ágar Verde Brilhante (Oxoid®) para 
quantificação. Aves do Teste A foram inoculadas com 1 mL de solução oral contendo 
12,3 x 106 UFC / mL de Salmonella Enteritidis aos 8 dias de idade e aves do Teste B 
foram inoculadas com 1 mL de solução oral contendo 7,5 x 106 UFC / mL de 
Salmonella Minnesota aos 10 dias de idade.  
 
2.4.4 Análises microbiológicas 
 As amostras foram diluídas em água peptonada 2% (Oxoid®) na proporção de 
1:9. Uma alíquota de 1mL desta solução foi adicionada em 9 mL de água peptonada 
0,1%, seguida de diluições decimais até atingir a diluição 10-3. Em seguida, 100 uL 
de cada diluição foram plaqueados em duplicata em ágar Verde Brilhante (Oxoid®). 
As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para subsequente contagem de 
colônias típicas. A solução inicial de água peptonada 2% foi incubada a 35°C por 24 
horas. Para amostras que não apresentaram crescimento nas análises quantitativas, 
100uL da solução inicial foram adicionados a 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis 
e Tetrationato (Oxoid®) e incubados a 42°C por 24 horas para confirmar a 
negatividade/positividade para Salmonella. Os resultados das contagens de colônias 
típicas foram expressos de acordo com os Procedimentos para Contagem de 
Colônias (MAPA/Brasil, 2003). 
 
2.4.5 Análises histológicas 
 As amostras foram processadas rotineiramente (Smirnov et al, 2004) e em 
seguida, analisadas histologicamente (MESA et al, 2014). As avaliações incluíram 
dilatação de vilo e vasos, fusão de vilo, infiltração linfocitária e edema na lâmina 
própria, hiperplasia de células caliciformes, presença de células plasmáticas no 
epitélio e necrose apical.     
 
2.4.6 Isolamento de RNA e RT-PCR 
A extração de RNA total foi realizada utilizando Trizol (Invitrogen®) e 
quantificada por espectrofotometria a 260 nm utilizando NanoDrop 2000. Após a 
53 
 
verificação da integridade do RNA em gel de agarose, este material foi submetido a 
tratamento com DNase I (Invitrogen®). A síntese de cDNA foi realizada utilizando o 
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription  (Invitrogen®). A quantificação da 
expressão de mRNA para genes de citocinas utilizando RT–PCR foi realizada de 
acordo com protocolo previamente publicado (HUMPREY; KLASING, 2005) 
utilizando os genes descritos na TABELA 1. Foi utilizado o kit SYBR Green PCR 
Master Mix (Biosystems®) e o nível da expressão dos genes foi analisado em um 
termociclador StepOnePlus (Biosystems®) com protocolo de 95°C por 15 min, 
seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°C, 30 seg a 58°C e 30 seg a 72°C. Os 
resultados do PCR em tempo real foram analisados utilizando o método comparativo 
2-ΔΔCT (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Este método é baseado na redução dos 
valores do Ct (threshold cycle ou cycle threshold) do grupo controle comparado com 
o grupo de interesse. Cada amostra foi analisada em triplicata sendo que o valor do 
Ct de cada triplicata para o gene alvo foi subtraído da média dos valores das 
triplicatas do valor médio de Ct das triplicatas para o gene constitutivo antes da sua 
utilização na análise estatística.  
 
TABELA 1. Sequência dos primers de citocinasa 
Gene Sequencia do primer (5'-3') 
Nº de acesso 
no banco de 
genes  
ch IL-10 F:CGGGAGCTGAGGGTGAA 
AJ621614 
 R:GTGAAGAAGCGGTGACAGC 
ch IL-12p40 F:AGACTCCAATGGGCAAATGA 
NM 213571 
 R:CTCTTCGGCAAATGGACAGT 
aOs oligonucleotideos listados foram utilizados para analisar a expressão do gene 
em intestino e fígado por PCR em tempo real . F= forward; R= reverse. 
 
2.4.7 Análise estatística 
Os dados foram avaliados utilizando o programa estatístico Statistix 9 pelo 
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Dados paramétricos foram submetidos a 
Análise de Variância (ANOVA) e teste de Tukey para médias com diferença 
significativa. Dados não paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis a 
5% de probabilidade. O teste de Qui-quadrado foi utilizado para avaliar os dados de 





 2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Embora vários estudos (HOOGE, 2004; HOOGE E CONNOLLY, 2011; 
BORZUK et al., 2012; LEA et al., 2013) tenham relatado que frangos suplementados 
com prebióticos a base de MOS podem apresentar melhor desempenho zootecnico, 
estudos controversos demonstram que a utilização de MOS não influencia nestes 
parâmetros (SHASHIDHARA E DEVEGOWDA, 2003; MARTÍNEZ et al., 2010; 
MATHIS et al., 2012; MUNYAKA et al., 2012). 
Estes resultados controversos podem ser atribuídos às diferentes dosagens, 
formas e teor de manose, as condições ambientais, tempo de exposição, os desafios 
e idade das aves. No presente estudo, aves suplementadas com o prebiótico a base 
de MOS e desafiados com o sorovar Enteritidis apresentaram maior ganho de peso 
corporal durante o período de inoculação, entre 0 e 16 horas PI, quando 
comparadas a aves não suplementadas (TABELA 2), mas isto não foi observado na 
grupo desafiado com SM. Estes dados sugerem que o melhor ganho de peso pode 
estar relacionado com a maior porcentagem de isolamento SE, maior escore para a 
infiltração de linfócitos na mucosa do intestinal e o aumento significativo na 
expressão de em IL12 no fígado de aves não-suplementadas e desafiadas com SE, 
o que não foi observado nas aves suplementadas e desafiadas com SM. No teste 
com SM, não foram observadas diferenças significativas no ganho de peso corporal 
para os diferentes tratamentos as 0 e 16 horas PI (TABELA 2). 
 
TABELA 2.  Média e erro padrão do ganho de peso (GP) de frangos 
desafiados aos 8 dias com Salmonella Enteritidis e frangos desafiados aos 10 dias 
com Salmonella Minnesota, no período de 0 a 16 horas pós-inoculação (PI) nos 




SE 17,62±8,63 b 
SE+PREB 37,00±6,18 a 
Valor de P 0,001 
SM 16,62±5,40  
SM+PREB 18,00±5,42  
Valor de P 0,619 
a,b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística 




Os resultados das análises microbiológicas de Salmonella Enteritidis 
demonstram que a suplementação com PREB atrasa a colonização microbiológica 
no fígado, onde sua presença não foi observada as 16 horas PI e uma quantidade 
muito pequena foi isolada no ceco (TABELAS 3 e 4). Estes resultados estão de 
acordo com estudos anteriores que demonstram redução de Salmonella em frangos 
de corte suplementados com MOS (SPRING et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2002). 
MOS derivado da parede celular de leveduras Saccharomyces cerevisiae pode 
comportar-se como um sítio de ligação de alta afinidade para patógenos com 
fímbrias manose-específicas  ou tipo I , estimulando o crescimento e/ou a atividade 
de bactérias benéficas e impedindo a colonização intestinal por microrganismos 
patogênicos (GIBSON E ROBERFROID, 1995; SPRING et al., 2000; FERNANDEZ 
et al., 2002; THOMAS et al., 2004;  BAURHOO et al., 2009). 
  
TABELA 3. Porcentagem (%) de Salmonella sp. no fígado e ceco de frangos 
desafiados aos 8 dias com Salmonella Enteritidis e frangos desafiados aos 10 dias 
com Salmonella Minnesota, no período de 0 a 16 horas pós-inoculação (PI) nos 
diferentes tratamentos.   
Tratamentos 
16h PI 
Fígado % (+/total) Ceco% (+/total) 
SE 12,5% (1/8) a 100% (8/8) a 
SE + PREB 0% (0/8) b 87,5% (7/8) b 
Valor de P 0,001 0,001 
SM 0% (0/8) b 100% (8/8) a 
SM + PREB 12,5% (1/8) a 87,5% (7/8) b 
Valor de P 0,001 0,001 
a,b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística 
significativa para o teste de Qui-quadrado (P<0.05).  
 
No teste com SM, a suplementação com PREB foi capaz de reduzir a 
presença de Salmonella no ceco das aves as 16 horas PI, mas não nas amostras de 
fígado, nas quais o grupo suplementado apresentou 12,5% de positividade frente a 
0% do grupo SM. Um estudo in-vitro (BOROWSKY et al., 2009) demonstrou que a 
aglutinação entre MOS e SM é muito fraca quando comparada com a aglutinação de 
SE, sugerindo que a redução no isolamento de SM no ceco não pode ser explicada 
pelo mesmo mecanismo de aglutinação referente a SE.  
Além disso, estudo recente (PICKLER et al., 2014) mostrou que apenas 
baixos níveis (20%) de bactérias chegam ao fígado de frangos desafiados com SM 
às 48 horas PI. De acordo com estes autores, a SM pode adaptar-se muito bem no 
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intestino do hospedeiro, causando uma leve indução de resposta imunológica e uma 
passagem temporária pelo fígado. No presente estudo, a expressão de RNAm para 
IL10 e IL12 no fígado não foi significativamente diferente entre os tratamentos de 
aves desafiadas com SM. No entanto, no teste com SE, houve uma maior expressão 
do RNAm de IL12 no fígado de aves SE em relação ao grupo SE + PREB as 16 
horas PI (FIGURA 1).  
Frangos desafiados com o sorovar Minnesota apresentaram menores níveis 
de expressão gênica de RNAm para IL10 e IL12 no fígado e íleo quando 
comparados a frangos desafiados com o sorovar Enteritidis (variando de 1 a 5 vezes 
de expressão a 5 a 40 vezes mais expressão, respectivamente). O grupo desafiado 
com SE também apresentou altas taxas de SE no fígado em comparação com SM. 
Estudos anteriores relataram um elevado poder de penetração do sorovar Enteritidis, 
com consequente aumento da expressão de RNAm para IL12 em fangos desafiados 
com SE em comparação ao desafio com Heidelberg, Typhimurium e Infantis 
(BERNDT et al., 2007).  
Estas alterações na expressão gênica de citocinas podem estar diretamente 
relacionadas as alterações histológicas observadas na mucosa do ceco (TABELA 4). 
Após o desafio com SE e SM, observou-se um aumento na resposta imune de 
mucosa, representada por maior infiltração linfocitária na lâmina própria e hiperplasia 
de células caliciformes, que também contribuem para a alteração da estrutura e da 
altura das vilosidades intestinais (VAN IMMERSEEL et al., 2002; BORSOI et al., 
2009). No entanto, em fangos desafiados com SM, estas alterações não 
apresentaram diferença estatistica significativa entre os tatamentos após o desafio.   
Estes resultados podem estar relacionados com a presença deste organismo 
no intestino, como também observado num estudo comparativo de diferentes 
sorovares (SETTA et al., 2012). O desencadeamento de resposta imune após a 
infeccção, como uma tentativa de eliminar o patógeno, pode elevar a expressão de 
citocinas pró-inflamatórias, como IL12. No entanto, é também necessário aumentar a 
expressão de IL10 para modular a inflamação e desenvolver tolerância imunológica. 
Vários estudos têm sido realizados para avaliar as respostas de expressão gênica 
de citocinas contra Salmonella (ECKMANN E KAGNOFF, 2001; ROSENBERGER et 
al., 2001; VAN IMMERSEEL et al., 2002). Tal como em outros organismos, este 
microrganismo é capaz de alterar os níveis de expressão de genes de citocinas em 
frangos. No fígado de frangos SM e íleo de frangos SE não foram observadas 
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diferenças estatísticas significativas, possivelmente devido à pequena mudança na 
expressão da citocina e ao alto desvio padrão observado entre as amostras 
analisadas. Mais amostras são necessárias para entender melhor o comportamento 







































FIGURA 1. Relação dos níveis de expressão de IL10 e IL12 em fígado e íleo de 
frangos as 0 e 16 horas PI nos diferentes tratamentos. Barras com letras diferentes 
indicam diferença estatística para o teste de Tukey (P < 0,05). 
 
O custo da resposta imunológica em frangos desafiados com sorovares de 












aumento do metabolismo animal com um consequente aumento da produção de 
células imunes e proteínas como proteínas de fase aguda (KLASING, 2007), com 
consequente redução no desempenho animal.  
 
TABELA 4. Escore de alterações microscópicas observadas na mucosa de 
íleo e ceco de frangos desafiados aos 8 dias com Salmonella Enteritidis e frangos 
desafiados aos 10 dias com Salmonella Minnesota, no período de 0 a 16 horas pós-
inoculação (PI) nos diferentes tratamentos.   
Tratamentos 
Ileo Ceco 
0h PI 16h PI 0h PI 16h PI 
SE 8,26±4,46 b 16,33±5,06 4,13±2,66 10,13±1,76 a 
SE+PREB 13,47±5,87 a 17,40±5,79 5,67±3,15 6,27±2,37 b 
Valor de P 0,036 0,595 0,161 0,001 
SM 7,80±3,98 b 14,80±8,52 3,13±1,72 5,53±3,20 
SM+PREB 10,47±6,11 a 11,26±6,02 2,00±1,02 7,40±4,14 
 Valor de P 0,020 0,108 0,200 0,178 
a,b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatistica 
significativa para o teste de Tukey (P<0.05). 
 
  Nas análises histológicas de íleo e ceco (TABELA 4), no momento do desafio 
(0horas PI), frangos suplementados com PREB, em ambos os testes, apresentaram 
maior escore de infiltração linfocitária na lâmina própria e dilatação de vilo, sugerindo 
maior reação inflamatória quando comparado ao grupo não suplementado (FIGURA 
2). Observou-se o desenvolvimento de resposta imune relacionada a presença do 





FIGURA 2. Fotomicrografia do íleo de frangos não suplementados (A) e 
suplementados com PREB (B) as 0 horas PI. Notar diferença em infiltração 
linfocitária na lâmina própria e dilatação de vilo. Hematoxilina e eosina associada 
com Alcian Blue, objetiva 10X. 
 As estruturas da parede celular de levedura são reconhecidas por células 
imunes como ¨padrões moleculares associados a patógenos¨, atuando como 
antígenos não específicos que são capazes de desencadear  uma resposta imune 
(ABBAS, 2000). Estas observações estão de acordo com outros pesquisadores 
(GIBSON; ROBERFROID, 1995; MUNYAKA et al., 2012; LEA et al., 2013) que 
também demonstraram infiltração de células imunes na mucosa de frangos 
suplementados com prebióticos a base de MOS. 
 
2.6 CONCLUSÕES E APLICAÇÕES 
 
1. Em aves desafiadas com SE, a suplementação de PREB a base de MOS 
melhora o ganho de peso as 16 horas pós-inoculação quando comparado a 




redução na colonização por SE e a expressão de RNAm para IL12 no fígado. 
PREB a base de MOS não previne a colonização por SM no fígado as 16 
horas após o desafio, contrariando o que foi observado para SE, e não afeta o 
ganho de peso.  
2. O sorovar Enteritidis induz maior expressão de RNAm para IL12 quando 
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 A busca por melhores ferramentas de controle das salmoneloses é uma 
constante na avicultura industrial devido a preocupação com saúde pública e os 
problemas relacionados a comercialização de produtos contaminados com este 
patógeno. Prebióticos a base de mananoligossacarideos são importantes para a 
manutenção da saúde animal, principalmente na resposta imunológica e preparo 
prévio do animal para uma possível infecção. Seus efeitos dependem da cepa de 
Salmonella envolvida no processo de colonização, pois observou-se que o prebiótico 
foi eficiente em reduzir a excreção de Salmonella Enteritidis,  mas não ocorreu o 
mesmo para Salmonella Minnesota. A Salmonella é um microrganismo de 
patogenicidade e epidemiologia complexas, o que torna improvável sua completa 
eliminação da cadeia avícola. Sendo assim, novas metodologias podem auxiliar no 
entendimento da interação no patógeno com o hospedeiro, possibilitando a melhor 
utilização de ferramentas de controle. Além de uma variedade de mais de 2.500 
sorovares, as salmonelas apresentam particularidades individuais, que interferem 
diretamente em sua patogenicidade e na escolha da melhor forma de controle. No 
presente trabalho foram observadas diversas interações entre sorovares/cepas 
testadas e o hospedeiro, principalmente no que diz respeito a contagem 
microbiológica e alterações histológicas no ceco. 
Frente a isso, recomenda-se constante estudo sobre os sorovares e cepas de 
Salmonella envolvidos em cada integração, região ou granja avícola industrial, além 
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